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RESUMEN

a vainilla (Vanilla planifolia Andrews) es una especie de gran importancia en las culturas de Mesoamérica y

en la actualidad ha recobrado el interés de los mercados internacionales por su uso en la industria alimentaria.

Una de las limitantes en su propagacién sexual es la baja germinacién de la semilla, lo cual ha popularizado

la multiplicacién vegetativa con bajos indices de variacion genética. En esta investigacion se reporta el uso

de diferentes medios (Yesuda y MS) de cultivo para propagacién in vitro, para evaluar la germinacién y

formacion de plantas en condiciones asimbidticas de semilla botdnica de vainilla, aplicando dos variables

de fotoperiodo. Los resultados indican que los nutrientes presentes en el medio de cultivo Yasuda a 10% en
condiciones de incubacién de fotoperiodo de 12 horas son mds eficientes para la germinacién de semillas de vainilla en un
periodo mas corto, en comparacion con la respuesta observada en los otros tratamientos.
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INTRODUCCION

a vainilla (Vanilla spp.) (Orquidaceae) es originaria de México y fue domesticada por la cultura totonaca
en el estado de Veracruz; fue un aromatico muy apreciado en las sociedades mesoamericanas
precolombinas. En México existen pocas plantaciones y personas que se dedican a este cultivo a
gran escala, y la demanda de este producto como saborizante se ha incrementado recientemente.
Su distribucién actual incluye plantaciones en Islas del Océano indico, como La Reunién, Mauricio,
Madagascar, Comoras, asi como en Jamaica y otras Islas Occidentales (Havkin-Frenkel, 2007). Es un cultivo de
alta rentabilidad en comparacién con otros importantes de la zona tropical himeda, como los citricos (Citrus spp.)
y el platano (Musa spp.). El incremento de la produccién, ademas de reducir las importaciones de vainilla y los
sustitutos, permitiria su exportacién y con ello captacion de divisas para el pais. En la produccién comercial se
cultivan solamente tres variedades: Vanilla planifolia Andrews o Vanilla fragans Salisbury, Vanilla pompona Schiede y

Vanilla tahitensis Moore (Figura 1).

Ademds de las especies antes
mencionadas, Soto (2003)
indica la existencia de otras
especies aromaticas que se
cultivan localmente o se
recolectan de forma silvestre,
aunque no tienen alto valor
econdmico, como es el caso
de V. pompona en las Indias
Occidentales, V. chamissonis
Klotzsch en Brasil, V. adorata
C. Presl. en América, V.
claviculata (W. Wright) Sw.,
Vanilla griffithii Rchb. F., y
Vanilla abundiflora J.J. Sm.
en las Indias Occidentales

y algunas regiones de

Asia. Los frutos (silicuas)
Ilamados popularmente
vainas, son comercializados
alrededor del mundo por su
apreciable aroma. Tienen

aroma caracteristico y fuerte

Figura 1. A: Planta de vainilla (Vanilla planifolia) sostenida en tutor vivo. generado por la vainillina
B: Fruto de la vainilla silicua (“vaina”). C-D: Plantacion comercial de vainilla
sostenida en tutores muertos y bajo malla sombra (Fotos Cadena-Ifiiguez, 2009). (Odoux et al., 2003).
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La vainillina se utiliza
principalmente en la
reposteria como aro-
matizante para paste-
les, helados, dulces,
chocolates y bebidas.

Es consumida por varios ramos industriales
que lo utilizan como insumo para la elabo-
racion de sus productos, como las industrias
refresquera, pastelera, dulcera, galletera, asi
como de helados y concentrados. Ademads
tiene utilidad en la confeccién de licores e
incluso para el consumo casero. También
se utiliza en la industria de cosméticos y
perfumes. Esto la ha hecho la segunda es-
pecia més cara en el mercado mundial,
junto al azafran (Ranadivé, 1994; Abebe et
al., 2009). A nivel nacional los estados con
produccién de vainilla son Veracruz, Pue-
bla, Oaxaca, Chiapas, Hidalgo, San Luis
Potosi, Tabasco y Quintana Roo (SAGAR-
PA, 2006). Veracruz es el principal pro-
ductor con 454.08 toneladas producidas en
957.05 hectareas en el afio 2008, mientras
que Chiapas obtuvo su mayor produccién
en 2004 con 0.8 toneladas en 50 hectireas
(SIAP, 2005).
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Ante esta situaciéon uno de los retos agrondémicos en la vainilla es desarrollar
tecnologia sustentable para el cultivo en diferentes hédbitats, ademds de intensificar el
conocimiento relacionado con su hébito epifito de crecimiento, simbiosis micorrizica,
dindmica de crecimiento y biologia reproductiva (Hernandez, 1997). Otras limitantes
para establecer programas de mejoramiento es la baja germinacién de la semilla
botdnica en condiciones naturales (Philip y Nainar, 1987), aunado a la baja tasa de
autopolinizacién, limitante asociada a que la estructura floral de la vainilla presenta
una barrera fisica llamada rostelo, la cual dificulta la polinizacién natural. Algunos
ecotipos de V. planifolia en México registran tasas de autopolinizacién natural de entre
4-20% (Soto, 1999). En forma comercial no se usa la semilla botanica como fuente
de propagacion, lo cual ha generado baja variabilidad en los materiales comerciales
debido principalmente a su reproduccién asexual. Lo anterior repercute en demandas
de incorporacién de nuevos materiales bioldgicos, obtenidos mediante mejoramiento
genético continuo, de tal forma que permiten incremento en rendimientos y

adaptabilidad para ampliar su horizonte agroclimético (Alconero et al., 1968).

Comercialmente la vainilla se multiplica por medios
vegetativos a través de cortes de tallo o esquejes; sin
embargo, es una multiplicacidén lenta y este método
interrumpe el crecimiento de la planta madre y disminuye
el rendimiento. Ademas, la colecta y siembra requiere de
mucha mano de obra. Actualmente existen otros medios
para la propagacion de vainilla; entre las mas usuales se
encuentran la multiplicaciéon in vitro. Algunos trabajos

realizados al respecto se anotan en el Cuadro 1.

CUADRO 1. INVESTIGACIONES REALIZADAS
ACERCA DE LA PROPAGACION /N VITRO EN VAINILLA

MS + 500 gr de caseina hidrolizada + 1 g L
Inositol + NAA + BA

MS + 0.5 IBA + 1.0 BA

Meristemo radical
Nudo WPM + 1 BAP
MS

Yemas axilares

Vainas
Puntas apicales, nudo MS + 1 BAP
Puntas apicales, nudo

Nudo MS + 2 IBA

MS + 1 NAA + 2 BA
% MS + 2 g L' Carbdn activado
% MS +1 NAA + 1 -2 BAP

N69 + 0.5 BAP + 0.05 D- Biotina + 0.5 Acido félico

Callos Davidonis y Knorr (1991)

Divakaran et al. (1996)
Ganesh et al. (1996)

Multiples brotes
Multiples brotes
George y Ravishankar (1997)
Mary et al. (1999)

Pett y Kembu (1999)
Mathew et al. (2000)
Giridhar et al. (2001)
Giridhar et al. (2003)

Raices
Multiples brotes
Raices
Multiples brotes
Multiples brotes
Multiples brotes

Multiples brotes George y Ravishankar (2004)
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Como puede apreciarse, los principales explantes utilizados son nodos, &dpices
y yemas axilares, con que varian desde la formacién de callos y raices, hasta la

formacién de brotes multiples.

Este método de propagacion clonal in vitro es ttil cuando la produccién de semilla y
su germinacién es baja. No obstante, si se compara este método con las técnicas de
germinacién asimbidtica in vitro, la cantidad de plantas es menor que el potencial
que podria brindar la germinacién de millones de semillas. Por tal motivo, lograr
metodologias con altos porcentajes de germinacion in vitro es de gran importancia
no sélo para la propagacioén de vainilla, sino para contribuir a mantener la poca

variabilidad existente en la especie (Cuadro 2).

CUADRO 2. RESULTADOS SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLA
BOTANICA DE VANILLA PLANIFOLIA EN CONDICIONES IN VITRO

Tratamiento

Medio de cultivo Respuesta Referencia

Germinacién
ocurrida entre 101
y 108 dias después
de siembra

Murasige-Skoog Parra (1987)

(MS)

Medio MS
y Knudson

Concentraciones Garcia et al. (2004)
de 0.1 de MS y

0.5 de Knudson,

indujeron

germinacion (4.72-

3.21) entre 90 y 100

dias

Usando silicuas
verdes inmaduras.

Se obtuvo Vivar (2004)
respuesta

germinativa hasta

las 21 semanas

después de haber

sido establecidas

in vitro

Obtuvo respuesta Ledn (2006)
de germinacién

en 72 dias con

promedio de

5.7 semillas

germinadas

por unidad

experimental

Como puede apreciarse, la germinacién fue tardada y variable, dependiendo de los
tratamientos, o bien, bajo porcentaje de germinacién. Con estos antecedentes, en
el Laboratorio de Biotecnologia (CERI-INIFAP) se han realizado diversos trabajos
sobre la germinacién in vitro de semilla botdnica de vainilla (Vanilla planifolia
Andrews), con el fin de definir otra alternativa para acelerar y elevar el porcentaje de

germinacion y su propagacion con fines de mejoramiento genético.
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MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron dos medios de cultivo

a diferentes concentraciones de sales
inorgénicas. Las silicuas (vainas) maduras
aun sin dehiscencia fueron recolectadas en
la zona de Tuxtla Chico, Chiapas; fueron
desinfectadas con flameo de alcohol al
96% por 30 segundos e hipoclorito de sodio
(cloro comercial al 10%) por 15 minutos.
Las semillas asépticas fueron colocadas en
medios de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1992), y Yasuda y Yamaguchi (1985), en
concentraciones de 10, 50 y 100% (Figura
2). Las condiciones de incubacion fueron
fotoperiodo de 12 horas luz (50 pE.m2.s™)
y oscuridad completa a 25 +1 °C, bajo un
arreglo experimental completamente al
azar con 12 tratamientos y 10 repeticiones;
cada repeticion fue una caja petri con

aproximadamente 600 semillas. Se aplicé

comparacién de medias mediante la prueba

A\

de Tukey (0.05).

Figura 2. Corte longitudinal de la silicua y semilla de
Vanilla planifolia.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron que los medios de
cultivo fueron susceptibles a contaminacion.
El medio de cultivo que presenté menor
contaminacién en sus tratamientos fue
Yasuda (Figura 3A).

Las semillas de vainilla en los tratamientos
con medio Yasuda al 10% en condiciones
de fotoperiodo presentaron la mayor
germinacion en 13 semanas de incubacién

(Figuras 4y 5).

los tratamientos
el medio Yasuda al 100%

condiciones de incubacién (fotoperiodo y

Por otra parte, con

en ambas

oscuridad) presentaron ripida respuesta de
germinacion a los 21 dias, aun cuando la
cantidad de plantulas obtenidas fue menor

que en el medio Yasuda al 10% (Figura 5).

Los tratamientos en medio MS al 100%
indujeron una baja respuesta de germinacion
10%,
tratamientos con sales MS al 10% en ambas
de

y oscuridad) presentaron hasta 80% de

no mayor al mientras que los

condiciones

incubacién (fotoperiodo

germinacion a las 21 semanas (Figura 6y 7).
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Figura 3. Porcentajes de germinacion y contaminacion de vainilla en diferentes tratamientos in vitro.
A: Respuesta de semillas en diferentes concentraciones del medio Yasuda, B: Respuesta de semillas a
diferentes concentraciones en medio MS.

Figura 4. Germinacion de semilla de Vanilla planifolia y formacion de plantulas en diferentes tratamientos
del medio Yasuda. A: semillas a 5 semanas de incubacion. B-C: semillas a 10 semanas de incubacion.
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Figura 6. Respuesta de germinacion y formacion
de plantulas en las semillas de Vanilla planifolia
a diferentes tratamientos en medio MS. Valores
con la misma letra no son significativamente
diferentes entre si de acuerdo con la DHS de
Tukey (P<0.05)

Figura 7. Germinacion y formacion de plantulas en las semillas de Vanilla planifolia a diferentes
tratamientos en medio MS. A-B: semillas a 20 semanas. C: semillas a las 20 y 25 semanas de incubacion.
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De igual forma, esta concentraciéon de sales MS generé una mayor formacién de
plantulas (Figura 7), lo que hace que estos tratamientos requieran de mdas tiempo
para la obtencién de pldntulas. Al comparar la respuesta de crecimiento en ambos
medios de cultivo, el tratamiento con mayor crecimiento fue el medio Yasuda 10%
en condiciones de fotoperiodo, ya que la respuesta de las semillas se observé en
las 13 semanas con el mayor porciento de germinacion y produccion de plantulas.
Adicionalmente, al colocarlas en un medio para su multiplicacién, las semillas
germinadas presentaron una mayor capacidad para la formacién de mayor cantidad
de masas con crecimiento de protocormos (Figura 8A y B). Asi, al ser separadas y
crecidas en un medio con carbén activado, fueron capaces de generar plantulas con
raices que, después de aclimatarse por periodos de entre 5 y 10 dias en invernadero,

produjeron plantas normales (Figura 8C).

Figura 8. Produccion de masas de protocormos y plantulas. A-B: masas de
protocormos en medio Yasuda a 25-30 semanas de incubacion. C: plantulas formadas
después del periodo de aclimatacion.

CONCLUSIONES

Los nutrientes presentes en el medio de cultivo Yasuda al 10% en
condiciones de incubacién de fotoperiodo (12 horas) presentaron
mayor efectividad en la germinacion de semillas de vainilla en un
periodo de tiempo mas corto, en comparacién con la respuesta

observada en los otros tratamientos.
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